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ー(37℃, 5% CO2 )内で培養した｡ 24時間後培地交換し､さらに24時間培養









dehy血ogenase, 8 mM MgC12 )を加え37℃で30分間行った｡反応終了後直ちに
褐色試験管を氷中に入れ4 M CaC12 (最終濃度　8 ITIM)を加え､ 15,000xgで10

















































Tab一e 1 Cytotoxicjty of various cJlemicals in embryo fjbroblasts isolated from
mEH-knockout and wjJd･type mice.
ChemicaJs ?Vﾆﾂ??R?ia 劔bilitvl｡/oofcontron 0.0ー⊥M ??8?ﾄﾒ?.1ーlM ????ー⊥M ??ﾄﾒ?0pM ??ﾒ?00PM 
DMBA 瓶?00±1 ????93土13 ?域ﾓr?5±8 ?X?? ? 
k. ???R?03±6 ???B?9±3 涛?ﾓR?1±5 ? ?
Tha一idomide 瓶??99士8 ????104±1 ????103±1 ????106±1 
k ? ?????7±13 涛?ﾓ??01±1 ??贊?95±11 涛?ﾓ??
Phenytoin 瓶?? ? ???#?138±2 ?#?ﾓ?114±21 
k ? ? ?129±1 ?#?ﾓ?128±2 ???#?
由】p 瓶?? ?85±7 ?88±7 ?89±9 
k ? ? 涛奉ｳ??11士1 涛?ﾓ??8±16 塔(??
naphtha(One 瓶??112±4 ?113±4 ?109±8 ?106±1 
k ? ???R????b????? ???R?
PhlP 瓶??105±6 ???R?05±4 ???R?00±5 塔?ﾓb?5±6 
k ? ???2?03±4 ???B?07±6 ???R?6±4 鼎(?b?
MelQx 瓶??94±9 ?95±7 ?96±10 ?91±11 
k ? 塔X?? ???? 涛(?b?涛?ﾓ??
Each value represents the mean ± standard deviations(n1-7-1 2).
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Fig 2. Cytotoxicity of chemica一s to embryo fibroblasts of wild･type and MEN ･knockout mice.




























過後の溶液の細胞への処理は最もタンパク量の高い200 pg protein/well (100 pl/
well)においても細胞毒性はほとんど認められなかった｡しかし､遠心除去後
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ように濃度依存的な細胞毒性が検出され30 pMにおいて約35%の､ loo pMに
おいて約60%の生細胞数の減少が認められた｡
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Fjg･ 3 Effect of addition of mouse liver mjceosomes on cytotoxjcity of Bla]P using
a pre-incubation method to embryo fibrobJasts of wild･type mice.












Fig1 4 Cytotoxicity of BEa]P using a pre･incubation method with mouse fiver
microsomes to embryo fibroblasts of wild･type mice･ Each point represents as






Fig1 5 Cytotoxicjty of thalidomide using a pre･jncubatjon method with
pregnant rabbit liver microsomes to embryo fibroblasts of wild･type mice･


















Fig･ 6 Cytotoxicity of thatidomide using a pre･incubation method with pregnant
rabbit and mouse liver microsomes to embryo fibroblasts of wiJd･type mice











Figl 7 Cytotoxicity of thalidomjde using a pre･incubation method with pregnant
rabbit liver microsomes to embryo fibrobJasts isoJated of wild･type mice･
Each point represents as the mean and standard diviation (n:10-12).
N･G･S･ ,･ NADPH generating system.
プレインキュベーション時にチトクロームP450阻害剤である1_











Fig･ 8 Effect of l･aminobenzotriazole on cytotoxicjty of thalidomide
u$lng a Pre･incubation method with pregnant rabbit microsomes to
embryo fibroblasts of wiJd-type mice.




Fig. 9　EfFect of α ･ naphthofJavone on cytotoxity of tha一idomide using
a pre･incubation method wjth pregnant rabbit microsomes
to embryo fibroblasts of wifd･type mice.















Fig･ 10 Comparison of cytotoxicity of thalidomide using a pre･incubation method
with pregnant rabbit Liver njcrosomes to embryo fibrobJasts between wild-type and





告されている｡また､ thalidomideはfibroblast growth factor (FGF)に影響を及ぼ








Fig･ 1 1 Effect of thalidomjde treatment on ceJJ proliferation of embryo fibrobLast$
Of wild･type mice･ Thalidomide was preincubatied with pregnant rabbit live
microsomes･ Each point represents as the mean and standard deviation (n: 416).








害剤であるllaminobenzotriazole (最終濃度10 pM)およびcYp IAの阻害剤で
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Fig･ 12 Euect of P450 inhibitort on cell proliferation o thaIidomide･treated embryo
fibroblasts of wiLd･type mice. Thalidomide was preincubatied with pregnant rabbit 一iver
microsomes. Each point represents as the mean and standard deviation (n= 4･6).





























Frog Embryo TeratogenesisAssay - Xenopus (FETAX)系においてラットの肝ミ
クロソ-ムを用いてthalidomideの代謝活性化にCYP2Elの関与を示唆する報告
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がなされているが､ thalido血deの催奇形性が認められるウサギ､ヒトのP450
分子種に対する知見は未だ報告されていない｡
今回thalidomideの細胞毒性は主に細胞増殖抑制によって起こっており､チトク
ロームP450阻害剤である1-aminobenzotriazoleおよびcYpIA阻害剤であるα_NF
の添加により細胞増殖抑制は解除されたことより､肝に発現しているCYPIA2
はthalidomideを代謝活性化する酵素の1つである可能性が示唆された｡　さら
に､ InEHによるthalidomideの細胞毒性への関与について解析を試みたが､現
在までのところ明らかな結果は得られなかった｡ FETAX系におけるthalid｡血de
の催奇形性にラットのmEHが､ヒトlymphocyteにおける細胞毒性の発現でウ
サギのmEHが関与するという報告があるが､ mEHの関与を否定する報告もな
されておりこの点に関しても今後の課題である｡
以上の結果より､プレインキュベーション法を導入したマウスの胎児線維芽
細胞における毒性検出系は､種々の動物の肝ミクロソ-ムを用いることで化学
物質の催奇形性およびその種選択性を解析できる可能性が示唆された｡また､ in
vitroでの毒性の発現機構の解析に非常に有用であると考えられる｡現在までに
in vitroの発生毒性検出系として胎児線維芽細胞の細胞毒性を指標とする検出系
の報告はない｡本検出系は代謝活性化の機構や細胞毒性の機構を解析するには
簡便で非常に有用な方法だと考えられるが､スクリーニング系として用いるた
めには､報告されている催奇形性物質のin vivoとの相関性を解析する必要があ
る｡
また､ thalido血deの細胞毒性は細胞増殖抑制により起こっており､その毒性
発現にはチトクローム.P450による代謝活性化を必要とすることが示唆された｡
今後､代謝活性化に関与する分子種の解析を行うとともにthalido血deによる胎
児繊維芽細胞の細胞増殖抑制と催奇形性との関連を明らかにするため発生の
段階で発現している細胞増殖関連遺伝子の発現量や機能の解析を行う必要があ
ると考えられる
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